

































2.超好熱菌由来タンパク質     .
3.超好熱古細菌と超好熱細菌




























































3-3-1.Tk―RNasc H2のfar‐UV CDスペク トル とCDによる遅い変性反応の測定
3‐3‐2.Tk‐RNase H2のTk―subtilisin耐性
3…3-3.Pulse pЮteolyJs法による Tk‐RNasc H2の変性過程の観淑1
3‐3…4.Tk‐RNase H2のfragmentの同定
































































































4.  Ribonuclease H
Ribonucleasc H(RNase H)はアミノ酸配列の相同性に基づき、type lとtype 2の大きく二種類




菌 動 θttηθεθθθ雰 たOda■ttκsお由来 の RNase H2(Tk―RNase H2)、Sz//aゎら郷 わbdaノ′由来 の RNase Hl
(Sto―RNase Hl)、超 好 熱細 菌 動 ι″ ο′θ″ ″α″″滋θ由来 の RNasc H2(Tm‐RNase H2)、高度 好熱
細 菌 動 物 雰 ル物 υ 加味 由来 の RNase Hl(Tt‐RNase Hl)、中温 糸田菌 島 働`たカカ εο′′由来 の RNase
Hl(Ec‐RNasc Hl)等で、X線結晶構造解析によつて立体構造が決定されている [30-34]。その
結果、それぞれの構造は非常に類似 してお り、RNase H‐foldとよばれる、5つの βシー トと2つ
のαヘ リックスからなる共通のフォールディングモチーフを形成 している (PDB ID 2RN2,lRIL,
2EHQ l102,and 2ETJ)。Tk―RNasc H2、Sto―RNase Hl、TtR¨Nase Hl、Ec‐RNase Hlについては物
理化学的な解析 も進んでいる [21,35‐46]。高度好熱細菌由来 Tt・RNase Hlと中温細菌由来
Ec―RNase Hlの比較研究からは多くの知見が得 られてお り、重水素パルスラベル法等により、そ
のフォールディングの中間体構造の形成 も確認 されている。 さらに近年、超好熱古細菌由来
Tk―RNase H2が非常に遅い変性反応によつて高い速度論的安定性を示すことが確認 された。その












































ていることが報告された [21]。一方、高度好熱細菌由来の Tt‐RNase HlはEc‐RNase Hlと比べ、
高い平衡論的安定性は示すが、遅い変性反応は示さず耐熱化している [36‐37]。







そのため本章では、超好熱細菌由来 Tm_RNase H2、超好熱細菌И9″勧αιοた雰由来RNase H2
(AttRNase H2)、超好熱古細菌由来 Sto―RNase Hlの安定性 解析を行い、Tk―RNase H2、Tt‐RNase
Hl、Ec‐RNase Hlと速度論的安定性と平衡論的安定性を比較することによつて超好熱菌由来タン
パク質の安定化機構について考察した (Table l_1)。これらのRNase Hはすでに構造決定がなさ
れており、その立体構造は非常に類似していることがわかっている (Figure l…1)。



















Figure l‐1.Crystal smctures Of(′りEc‐RNasc Hl(PDB
(D)Tk‐RNase H2(l102),and C)Tm_RNasc H2(2ETJ).
ID:2RN2),(B)Tt‐RNasc Hl(lRIL),(C)StO‐RNase Hl(2EHG),




(pET800TM、pET600AA)の構築 を行 つた。Tm‐RNasc H2とAa―RNase H2をコー ドした各 DNA
配列 (714bpと588bp)はTmとAaのゲ ノム DNAをテ ンプ レー トに RCRによつて増幅 した。
pET800TMとpET600AAの構築は各 DNA断片 をpET25b(Novagen)のNdel‐SalIサイ トに挿入
して構築 した。PCRプライマーとして使用 したDNAオリゴマーの合成は北海道システムサイエ
ンス社に依頼 した。DNAの塩基西己夕JはPrisim 310 DNA sequencer(Applied Biosystems)を用いて
確認 した。
1‐2‐2.大量発現と精製                         ヽ
pET800TMとpET600AAで形質転換 した大腸菌 BL21(DE3)をアンピシリン (50 mg L~1)、クロ
ラムフェニコール (30 mg L‐1)を含むNZCYM培地 (Novagen)によつて 37℃で、OD660が・5
になるまで培養 した後、IPTG(lmM)を加えてさらに4時間培養 した。
pET800TMで形質転換 した大腸菌は5000 rpm、10分間の遠心で菌体を回収 し、mOde1 450 soniner
(Branson ultrasonic Corp.)により超音波破砕後、30000g、30分間遠心の後、可溶性画分を回
収 した。可溶性画分を75℃で20分間熱処理 し、30000g、30分間遠心の後、可溶性画分を回収
した。可溶性画分を20 mM Tris―HCl,10 mM EDTA oH 8.0)のバ ッファーで平衡 した陰イオン交換
カラム (Hitrap Q HR Amershalln Biosciences)に供 した。そのフロースルー溶液を20 mM Tris…HCl,
10 mM EDTA(pH 8.0)のバッファーで平衡 した陽イオン交換カラムとアフィニティーカラム(Hitrap
SP HR Hitrap Hcparin,Amershaln Blosciences)に供 した。双方 とも20 mM Tris―HCl,10 mM EDTA(pH
8.0)のバッファーでカラムを洗つた後、NaCl濃度 0…lMの直線的なグラジエン トにより目的タ
ンパク質を溶出した。最後は 20 mM Tris―HCl(pH 8.0)のバ ッファーに対 して透析を行い、回収 し
たタンパク溶液を以降の解析に用いた。1
pET600AAで形質転換 した大腸菌は 5000 rpm、10分間の遠心で菌体を回収 し、フレンチプレ
スにより破砕後、30000g、30分間遠心の後、可溶性画分を回収 した。可溶性画分を 20 mM
Acetate‐NaOH,10 mM EDTA(pH 5.5)のバ ッファーで平衡 した陰イオン交換カラムに供 した。その
フロースルー溶液を20 mM AcetateNaOH,10 mM EDTA(pH 5.5)のバ ッファーで平衡 した陽イオ
ン交換カラムに供 した。20 mM Acetate¨NaOH,10 mM EDTA(pH 5.5)のバッファーでカラムを洗つ
た後、NaCl濃度 0‐lMの直線的なグラジエン トにより目的タンパク質を溶出 した。 目的タンパ
ク質を含む溶液を20 mM Acetate‐NaOH,10 mM EDTA(pH 5.0)のバツフアーに対 して透析を行い、
回収 したタンパク溶液を20 mM Acetate‐NaOH,10 mM EDTA(pH 5.0)で平衡化 したアフィニティー
カラムに供 した。20 mM Acetate‐NaOH,10 mM EDTA(pH 5.0)のバ ッファーでカラムを洗つた後、
NaCl濃度 0‐lMの直線的なグラジエン トにより目的タンパク質を溶出した。最後は 20 mM
Acettte‐NaOH(pH 5.0)のバッファーに対 して透析を行い、回収 したタンパク溶液を以降の解析に
用いた。Sto―RNase Hlは既報の通 りの大量発現、精製の方法で得た [33]。
Tm‐RNase H2とAa‐RNase H2、Sto‐RNase Hlの精製度は 15%SDS‐PAGEに供 し、Coomassie
BrilHant BIueR250で染色することで判定した。
1…2…3.タンパク質濃度




GdnHCl存在下、非存在下での短波長CDスペク トルは日本分光の J¨725 spedrOpolarimeterによ
り測定 した。タンパク質濃度はすべて 0.16 mg mL~1で光路長は2mmのセルを用いた。平均残基
分子楕円率[0](deg Cm2dm01・)はアミノ酸の平均分子量 HOを用いて換算 した。Tm‐RNase H2,
Aa―RNase H2,Sto¨RNase Hlのバ ッファーはそれぞれ、20 mM THs‐HCl(pH 8.0)、2  mM
Acetate‐NaOH(pH 5.0)、20 mM Glycine―HCI(pH 3.0)を使用 した。測定は25℃で行つた。
1‐2‐5.GdnHCI変性による平衡論的安定性測定




H2、StoR¨Nase Hlのバ ッファーはそれぞれ、20 mM Tris‐HCl(pH 8.0)、20 mM Acetate¨NaOH(pH
5.0)、20 mM Glycine‐HCl(pH 3.0)を使用 した。その際、Tris―HClバッファーのpHが温度に依存
することを考慮 して、バッファーのpHが測定温度でpH 8.0になるように調整 した。タンパク質
濃度は0.16 mg mL~1で行つた。各タンパク質溶液の[01220 nmを溶液に含まれるGdnHCl濃度に対
してプロットすることで得られる変性曲線を以下に示す二状態転移モデルに基づいた式で近似し
















各タンパク質の熱変性測定は波長220 rlmのCD値[0]220 nmをJ‐725 spectropolttmeterにより追
跡することで調べた。[0]220 nlnの測定を光路長2mmのセルを用い、Tm_RNase H2、Aa‐RNase H2
のバ ッファーはそれぞれ、20 mM Tris―HCI(pH 8.0)、20 mM Acetate‐NaOH(pH 5.0)を使用 した。
タシパク質濃度は0.16 mg mL~1で行つた。温度上昇は 1℃ min‐1で行った。得られた熱変性曲線




の温度を[0]220 nlnに対して直線近似したときの傾きを示し、bn、 buはそれぞれ 0℃のときの天然
状態、変性状態の[0]220 nlnを示している。△Hmは変性中点の温度 (Tm)におけるエンタルピー変
化である。Tは温度 (K)を、Rは気体定数を表している。測定はTm_RNase H2ではGdnHCl濃





各 タンパ ク質の熱変性測定は波長 220 nmのCD値[01220 nmをJ-725 spectropolarimeterによ り追
跡す るこ とで調べた。Tm―RNase H2、Aa‐RNase H2、Sto‐RNase Hlのバ ッファーはそれぞれ、20
mM Tris‐HCl(pH 8.0)、20 mM Acetate―NaOH(pH 5.0)、20 mM 01yCine¨H I(pH 3.0)を使用 した。そ
の際、Tris‐HCIバッファーのpHが温度に依存することを考慮して、バッファーのpHが測定温










ln kuoo: ln hGzO) + m, [D]
ここで、馬(H20)は水中での変性反応速度、muはIn kuをGdnHCl濃度[D]に対して直線近似した






Tm‐RNase H2、Aa‐RNase H2、Sto‐RNase HlのGdnHCl存在下、非存在下での Far‐UV CDスペ
ク トルを25℃で測定 した (Figure l‐2)。スペク トルはそれぞれのタンパク質の天然状態、GdnHCl
存在下での変性状態、さらに一度GdnHCl存在下で変性 した状態からGdnHClの希釈によつて自
発的に巻きもどつた天然状態を示 している。これらの結果はTm_RNase H2、Aa―RNase H2、Sto―RNase
HlがGdnHClによる変性に対 し可逆的であることを示 した。TkR¨Nase H2、Tt‐RNase Hl、Ec‐RNase
Hlはすでに変性剤による変性において可逆的であることがわかっている [21,36,38]。したがつ
て、これらの RNase Hは安定性、フォールディング機構を比較解析するにあたつて非常に優れ
たモデルタンパク質であることが示された。                、
A Figure l-2. Far-UV CD spectra of RNase H at 25"C. (A)
The spectra of Tm-RNase H2 were measured at pH 7.5 in
the absence (thick line) and presence (thin line) of 4.0M
GdnHCl. The dashed line represents the spectrum of the
refolded protein in the presence of l.5M GdnHCl. (B) The
spectra of Aa-RNase H2 were measured at pH 5.0 in the
absence (thick line) and presence (thin line) of 4.0M
GdnHCl. The dashed line represents the spectrum of the
refolded protein in the presence of l.5M GdnHCl. (C) The
spectra of Sto-RNase Hl were measured at pH 3.0 in the
absence (thick line) and presence (thin line) of 6.4M
GdnHCl. The dashed line represents the spectrum of the
























Tm‐RNase H2、Aa‐RNase H2、Sto‐RNase Hlの平衡論的安定性を求めるために、GdnHCI変性
を波長 220 nmのCD値の変化を追跡することで調べた。まず、20℃で測定したところ、反応が
平衡に達するまでTm_RNasc H2とAa‐RNase H2は約3日、Sto‐RNase Hlは約3週間を要 した(Figure
l…3)。 このことからTm_RNase H2、Aa…RNase H2、Sto―RNase Hlの変性反応が非常に遅いことが
わかつた。得られた変性曲線を天然状態と変性状態の二状態転移であると仮定 した式 (1)で近
似することにより、GdnHCl変性における△G(H20)を算出した。さらに、他の温度における△G(H20)




Figure l-3. GdnHCl-induced denaturation curves of
RNase H at 20"C. Open circles represent the
GdnHCl-induced denaturation curves of Tm-RNase H2
at pH 7.5; open triangles, those of Aa-RNase H2 at pH
5.0; and closed squares, those of Sto-RNase Hl at pH
3.0. The lines represent the fit ofEq. (l).
Figure l-4. Thermodynamic stability profiles
of RNase H. Open circles represent the
temperature dependence of AG(HzO) of
Tm-RNase H2 at pH 7.5; open triangles,
those of Aa-RNase H2 at pH 5.0; and closed
squares. those of Sto-RNase Hl at pH 3.0.
The T* at which AG(H2O) becomes zero
were estimated from the heat-induced
unfolding experiments. The lines represent
the fit ofEq. (2). Long-dashed line represents
the stability profiles of Tk-RNase H2; the
short-dashed line, that of Tt-RNase Hl; and
the one-point dashed line, that of Ec-RNase
Hl [2], 36].
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a Data from re■21.
b Data bm rc1 36.
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1‐3‐3.熱変性測定
Tm‐RNase H2とAa‐RNase H2の熱変性を波長220 nmのCD値の変化を追跡することで調べた。
熱変性はGdnHCI存在下の変性に対して可逆な条件で測定され、変性温度をGdnHCI濃度に対し
て直線近似したときのGdnHCl濃度OMの値を算出した。その結果、Tm_RNase H2、Aa―RNase H2
の変性温度はそれぞれ 78.6℃、84.0℃であつた。Sto―RNase Hlの熱変性 測定はすでにDSC測
定による結果が報告されており、Sto‐RNase Hlの変性温度は102.0℃である [33]。これらはTt‐RNase
Hl(86.0℃)、 Tk‐RNase H2(82.0℃)の変性温度を含めて中温生物由来の Ec‐RNase Hlの変性温
度 (66.0℃)より非常に高い値であつた [21,36,38]。
1‐3‐4.速度論的安定性測定










た。得られた速度論的パラメータは Tablel‐3にまとめた。その結果、細菌由来の Tm―RNase H2
とAa‐RNase H2の変性速度は細菌由来の Tt‐RNase HlやEc‐RNase Hlと同様に速く、古細菌由来






















Figure l-5 Unfolding kinetic curves of RNase H at 25oC. (A) Curves land 2 represent the unfolding traces to a final
concentration of 4.8 and 3.8 M GdnHCl of Tm-RNase H2 at pH 7.5. (B) Curves I and 2 represent the unfolding traces to a
final concentration of 4.0 and 3.5 M GdnHCl of Aa-RNase H2 at pH 5.0. (C) Curves I and 2 represent the unfolding traces
to a final concentration of 7.5 and 7.0 M GdnHCl of Sto-RNase Hl at pH 3.0. The lines represent the fit of Eq. (4).
Figure l-6 GdnHCl concentration dependence of the apparent
rate constant (ln kapp) of the unfolding of RNase H at 25oC.
Open circles represent the data of Tm-RNase H2 at pH 7.5; open
triangles, that of Aa-RNase H2 at pH 5.0; and closed squares,
that of Sto-RNase H I at pH 3.0. The lines represent the fit of Eq.
(5). Long dashed line represent the data of Tk-RNase H2 and
one-point dashed line represent Ec-RNase Ht [2], 38]. The red
circle and blue triangles represents the ku(H2O) value obtained
from urea-induced unfolding experiments with Ec-RNase Hl
[40] and Tt-RNase Hl [37], respectively.
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a Dataヒom re1 21.
b Data■om re1 38.
c Data from ref. 37. The lC,(HzO) value was obtained from the urea-induced unfolding experiments.









しかし、TkR¨Nase H2とTt―RNase Hlは同じRNase Hでもtype 2とtype lに分類され一次配列に
は相同性がない [29,30]。そこで、高い速度論的安定性の原因を確かめるために、超好熱細菌由










そこで、Sto‐RNasc Hl、Tt‐RNasc Hl、Ec R¨Nase Hl、Tm‐RNase H2、Aa‐RNase H2、Tk―RNase H2
の△G(H20)の温度依存性を比較した (Figure l-4)。まず、RNase Hlに分類される Tt‐RNasc Hl
とStoR¨Nase Hlは、中温生物由来 Ec―RNase Hlよりも全温度領域において高い△G(H20)を示し
た。これは method lの安定化戦略である。さらに、△Cpの値からもわかるように Tt‐RNase Hl
の△G(H20)の温度依存性曲線は曲率を失つており、Sto‐RNase Hlでは曲率はそのままでTsが約
10℃上がっている (Tabた1‐2)。これより、同じRNase Hlでも細菌由来の Tt‐RNasc Hlはmethod
l、 2、 古細菌由来の Sto―RNase Hlはmethod l、3の安定化戦略をとっていることがわかった。
RNase H2に分類されるTm‐RNase H2、Aa‐RNase H2、■ R¨Nase H2については中温生物由来の
RNase H2のデータはない。しかし、三つのタンパク質はすべて全温度領域において Ec‐RNasc Hl
よりも高い△Gm20)を示した。このことから、三つのタンパク質はすべてmethod lの安定化戦
略を示すことが推測できる。さらに、△G(H20)の温度依存性曲線の曲率はTm_RNase H2、Aa‐RNase
H2、Tk‐RNase H2の順 で 月ヽ さ く、TsもTm―RNase H2、Aa‐RNase H2、TkR¨Nase H2の順番 で 月ヽ さ
い。 これ は、Tm_RNase H2がTk‐RNase H2よりも methOd 2、Tk‐RNase H2がTm―RNase H2より
もmethOd 3の安定化戦略の傾向をもつことを示 している。したがって、安定化戦略はTt‐RNase Hl




一般的にタンパク質はGdnHCI存在下で速い変性反応を示す (<l min)。Ec―RNase Hlも3.OM
GdnHCI存在下では 10秒以内に変性反応を完了する [38]。しかし、多くの超好熱菌由来タンパ
ク質で変性反応が数時間から数週間かかることが知られている。例えば、超好熱古細菌Ⅳ oθοθθ雰
ルrか郷 由来 の pyFOHdOne carboxyl peptidase(PiPCP)では 7.7 M GdnHCl存在 下 で変性 反応 に 1
日以上かかる [18]。Tk‐RNase H2も3.9 M GdnHCl存在下で変性反応には2時間必要とする [21]。
この傾向は本章で測定した超好熱菌由来 RNase Hでも確認することができた (Figure l-5)。
Tm‐RNase H2は4.8 M GdnHCl存在下で変性反応は約2時間、Aa‐RNase H2は3.5 M GdttICl存





Tk‐RNase H2とTt‐RNase Hlは同じく高い平衡論的安定性を有する好熱菌由来RNase Hである
が、その速度論的安定性は大きく異なっていた。Tk‐RNase H2の場(H20)は6.0×10‐10s~1を示し、
非常に高い速度論的安定性を示すのに対して、Tt‐RNase Hlの塩(H20)は1・3×10‐5s■を示し、中
温生物由来 Ec‐RNase Hlのt(H20)(1・5× 0‐5s-1)と同等の速度論的安定性を示す [21,38,40]。
速度論的安定性が大きく異なるのは、Tk‐RNasc H2とTtR¨Nase Hlが一次配列に相同性がないタ
ンパ ク質 (RNase H2とRNase Hl)であるためか、Tk‐RNase H2とTtR¨Nase Hlの宿主 (古細菌、
細菌)が異なるためなのかわかっていない。
本章では細菌 由来の RNase H2として、Tm‐RNase H2とAa―RNase H2、古細菌 由来の RNase Hl
として、Sto‐RNase Hlの変性速度 を測定 した。その結果、Tm_RNase H2とAa‐RNasc H2の場(H20)
(6.5×10‐
7s-1、3.7×10~5s‐1)はTt‐RNasc HlやEc―RNase Hlと同様 に速 く、Sto―RNase Hlの場(H20)
(5,7×10‐
1l s~1)は
Tk―RNase H2と同様に遅かつた (Table l‐3)。 このことより、超好熱菌由来の
RNase Hの速度論的安定性は、RNase Hのtype l(RNase Hl)とtype 2(RNase H2)の違いでは
なく、宿主の進化的背景の違い (細菌、古細菌)に起因することがわかった。この結果は単量体
で可逆的なタンパク質である細菌由来の Tm‐CspとAa‐S16が超好熱菌由来の安定なタンパク質
であるにも関わらず、早い変性反応を示す結果 とも一致する [47]。Tk‐RNase H2とSto‐RNase Hl
では、定量性を得るために変性に対 して可逆的な条件で測定 したため:双方の測定条件はpH 9.0、
pH 3.0である [21]。ここで、中性pHでの変性速度の測定も行つた。変性に対する可逆性は失わ
れるが、pH 7.5の条件下で Tk―RNase H2のL(H20)は9・3×10~10s~1であり、pH 5.5の条件下で






























Figure 1-7 Characteristics of RNase H. (A-C) Pie diagrams representing the fraction of hydrophobic, polar, and charged
residues in the interior of the tertiary structure of hyperstable RNase H. (A) Tt-RNase Hl. (B) Sto-RNase Hl. (C) Tk-RNase
H2. Blue denotes positively charged residues (Arg and Lys). Red denotes negatively charged residues (Asp and Glu). Green
denotes polar residues (Asn, Gln, Ser, and Thr). Yellow denotes hydrophobic residues (lle, Leu, Met, Phe, Trp, Tyr, and Val).
White denotes other residues (Al4 Cys, Gly, His, and Pro). Amino-acid residues with relative solvent accessibility greater
than25o/owere regarded as residues exposed to solvent.








RNase H2(AiRNase H2)(l139)は、どちらも古細菌由来のRNase Hであり単量体での活性を
示すことが報告されている。その結果、古細菌由来PiRNase H2とAiRNase H2の埋もれた疎水
性アミノ酸残基の割合は古細菌由来 Sto―RNase Hl、Tk‐RNasc H2と同様に細菌由来 Tt‐RNase Hl
よりも約 10%高かつた。したがつて、Tk―RNase H2やSto―RNase Hlだけでなく超好熱古細菌由
来RNase Hは、全般的に超好熱細菌由来RNasc Hよりも埋もれた疎水性残基の割合が高い傾向
があった。さらに、超好熱菌由来のRNase HlとRNase H2のアミノ酸配列から進化系統樹を作





Figure l-8. Pie diagrams representing the fraction ofhydrophobic, polar, and charged residues in the interior
of the tertiary structure of hyperstable RNase H. (A) RNase H2 from Pyrococcus furrbszs. (B) RNase H2

































































Figure l…9,Phylogcnetic trcc ofthcmostablc RNase H on thc basis ofthe arnino acid sequences.Alignmcnts and trees
were calculated using the alignment prograrns ClustalW with the default pararneters[87].Thc resulting trees were
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そこで、埋もれた非極性原子 (C and S)の面積と埋もれた極性原子 (O and N)の面積を算出
し、Tt‐RNase Hl、Sto‐RNase Hl、Tk‐RNase H2の埋もれた疎水性面積と安定性との相関性を調べ
た。その結果、埋もれた疎水性面積の割合は、Tt‐RNase Hl、Sto―RNase Hl、Tk―RNase H2でそれ
ぞれ 62.6%、67.3%、64.5%であつた (Table l‐4)。 この割合の大きさの順は、それぞれのタンパ
ク質の平衡論的安定性の大きさの順に一致した (Figure l‐4)。超好熱菌由来RNase Hでも埋もれ
た疎水性面積の割合が平衡論的安定性と相関するのかもしれない。しかし、驚くべきことに、古







Table l¨4.Accessible surface and buried area ofRNase H
Tt‐RNase Hl Sto-RNase Hl Tk―RNasc H2











































Fraction of the buried area of 62.6
non-polar atoms (%)
64.5
'Accessible surface area is calculated by POPS [88].
b The denatured structure is created by PyMOL [S7f as a completely extended conformation.
これを確認するために、古細菌由来 Sto―RNase Hlと細菌由来 Tt‐RNase Hlのアライメントを
作成し、双方に共通して存在する埋もれた疎水性残基と片方にしかない埋もれた疎水性残基を検
出した (Figure l…9A)。その結果、Sto―RNase Hlにしかない埋もれた疎水性な残基は24残基存在
するが、Tt―RNase HlにはH残基しか存在しない。超好熱性細菌由来Tm_RNase WとAa―RNase
H2と超好熱性古細菌由来 Tk―RNase H2のアライメントも同じく比較したが、TmR¨Nase H2と
Aa―RNasc H2に関してはその立体構造が得られていないので、埋もれている残基についての情報
はない (Figure l-9B)。しかし、■‐RNase H2にしかない埋もれた疎水性残基が10残基ある。そ
こで、この超好熱古細菌由来の Sto―RNasc HlとTk‐RNase H2に観られた埋もれた疎水性残基が
タンパク質の表面近傍に極在する傾向があるのか、その立体構造を比較した (Figure l-10A、B、
C)。RNase Hlでは Sto―RNase HlはTt‐RNase Hlよりも埋まっている疎水性残基が多いことがみ
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Figure l-9. Amino acid sequence alignments of hyperstable RNase H. (A) RNase HI. (B) RNase H2. Buried
residues (Tt, Sto and Tk) and hydrophobic residues are shown in gray and red, respectively. Crosses indicate buried
hydrophobic residues in Sto-RNase HI and Tk-RNase H2 with non-buried or non-hydrophobic counterpart in
Tt-RNase HI and AalTm-RNase H2, respectively. Minuses indicate buried hydrophobic residues in Tt-RNase HI
with non-buried or non-hydrophobic counterpart in Sto-RNase HI.
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Figure l‐10。Crystal structures ofhyperstable RNase H.(A)Tt‐RNase HI.(B)StO‐RNase HI.(C)Tk‐RNase H2.Buned
hydrophobic side‐chains(relative solvent ac∝ssibility less than 250/On are represented by spherc(red and bluc).Red:The
buHed hydrophobic residues in Sto‐RNase HI and Tk‐RNasc H2 with nonburied or nonhydЮphobic counterpart in

































し、超好熱細菌由来Tm_RNase H2では Tk‐RNasc H2のもつ5つの箇所のうちの2つの箇所にし
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Figure 2-1. (A) Alignment of the amino acid sequences of RNase H2 [87]. Secondary structures of Tk-RNase H2 are
depicted above the sequences. The amino acid residues that are conserved in at least six different proteins are
highlighted in black. The positions that are replaced in this work are indicated by boxes. Tk, Pho, Pf, Aa and Tm are
hyperthermophiles; Ec and Bsu are mesophiles. (B): Crystal structure of Tk-RNase H2 depicting the side-chains of


















CDスペクトルは第一章と同様の方法で測定した。バッファーには20 mM Tris‐HCl(pH 9.0)を
用いた。CDスペクトル測定は光路長2 mmのセルを用いてタンパク質濃度 0.16 mg mL‐1で行つ
た。
2-2‐4.熱変性測定









は20 mM THs―HCl(pH 9.0)を用いた。CDスペクトル測定は光路長 10 mmのセルを用いてタンパ















変異体の熱変性を波長 220 nlnのCD値の変化を追跡することで調べた (Figllre 2‐2B)。いずれ
の変異体も野生型タンパク質と同様に高い可逆性を示し、二状態転移であつた。変異体の臨 値
はTable 2‐1にまとめた。αヘリックスN末端にプロリン残基を導入した変具体のうちEHlP、






























































Figure 2-2. (A) CD spectra of the wild-type (WT) and mutant proteins of Tk-RNase H2 at pH 9.0 and 25 "C. (B)
Heat-induced unfolding curves of the wild-type (WT) and mutant proteins of Tk-RNase H2 at pH 9.0. (C) GdnHCl
concentration dependence ofthe logarithms ofthe apparent rate constant (ft"00) ofunfolding and refolding kinetics ofthe
wild-type and mutant proteins of Tk-RNase H2 at pH 9.0 and 50 oC. The lines are best fits to Eq. (6). (D) GdnHCl-induced













































a Thc crror is±0.2°C.
b△Tm=Tm(mutant)一Tm(Wild‐type).
Table 2-2. Kinetic parameters for GdnHCl-induced unfolding and refolding of the wild-type and mutant proteins













































































Table 2…3.Thcmodynarnic Paramctcrs for GdnHCl■ndu ed unfolding ofthc w‖d‐サpe and mutant protdns ofTk―RNasc


































TkR¨Nase H2の高い速度論的安定性の原因の一つであるのかもしれない。そこで Tk‐RNase H2
のαヘリックスN末端領域にプロリン残基を導入した変異体 (L80P、EHlP、K199P)、プロリ
ン残基に置換した変具体 (P46A、P70A、P139A、P170A)、および、それらを組み合わせた二重



































































a Abbreviation ofsccondary structure:H,helix.Numbcrs in parcntheses rcprcscnt thc rangc ofthe particular element ofthe
sccondary structurc.
b Dihedral angle values for the residues in thc wild‐type protein.
C Accessible surface area.ASA(%)=(ASAfold/ASAcxtend)X100.ASAcxtcnd isthc ASA value ofthe cxtendcd
conformation as the refcrcncc value for thc dcpcndcnt ttate,assuming thatthcsc atoms in the denatured state should bc mlly



























































εε需 乃θ滅昴カノノ由来 RNase H2(Pho‐RNase H2)ではプ ロリン残基が配置 されてい る [72,
































































3…2 4¨.CDスペ ク トル測定
CDスペク トルは第一章で述べた方法で行つた。バ ッファーには 20 mM Tris―HCI(pH 9.0)を用
いた。測定は光路長2mmのセルを用いてタンパク質濃度 0.16 mg mL・で行った。
3‐2‐5.GdnHCl変性による速度論的安定性測定
GdnHCl変性による速度論的安定性は基本的には第一章で述べた方法で行った。バッファーに
は20 mM Tris―HCl(pH 9・0)を用いた。CDスペクトル測定は光路長 10 mmのセルを用いてタンパ
ク質濃度 0.03 mg mL・で行つた。
3‐2‐6.Tk‐subtilisinによる天然状態、変性状態タンパク質に対するpulse proteolysis法
天然状態、変性状態タンパク質に対するpulse proteoヶsis実験の基本操作についてはFigure 3‐lA
にまとめている。20 mM Tris―HCi buffer(pH 9.0)に溶解 した天然状態タンパク質 と、4 M GdnHCl
含む 20 mM Tris‐HCi bufFer(pH 9.0)に溶解 し一晩静置 した変性状態タンパク質をそれぞれ 50 μl
ずつ反応容器に取 り分け、それぞれの反応容器に2 μlの10 mM acetae buttr(pH 5.0)に溶解 した






変性反応は、タンパク質を4 M GdnHCI含む 20 mM Tris‐HCl buttr(pH 9.0)に溶解することで行つ
た。変性反応溶液を50 μlずつ酵素反応容器に取り分けた。各反応時間の変性反応溶液に2 μlの




タンパク質のN末端配列決定は mOde1 491 Procise automated sequencer(Applied Biosystems,
Foster CiじCA)により行つた。タンパク質の質量分析はmatrix‐asJsted laser desorp饉on ionization
renection_type time‐of‐■ight(NIALDl‐TOF)mass spectrometers,Autonex and ultranex(Bruker
・Daltonik)によつて行つた。
3‐2‐9.熱変性測定




ANS蛍光 スペ ク トル測定はRF-5300PC spectro■uoЮphotometer(Shimadzu)によ り行 った。タン
パ ク質 とANS(SigmむAldrich,St.Louis,MO)の結合 は異な る温度でのANS蛍光 スペ ク トル を測
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Figure 3-1. Schematic diagram of pulse proteolysis. (A) Pulse proteolysis of native and unfolded proteins by
Tk-subtilisin. Native protein and unfolded protein were dispensed into tubes. Proteolysis was perfonned via addition of
Tk-subtilisin (0-20 pg) and incubation for 45 s. The reaction was quenched by l0% TCA, and the products were
quantified by tricinrSDS-PAGE. (B) Pulse proteolysis of kinetic unfolding by Tk-subtilisin. The native protein was
unfolded by 4 M GdnHCl. At each time point the sample was dispensed into a tube, and proteolysis was perfbrmed and



















は全く切断されないが、変性状態の TkR¨Nase H2(4 M GdnI‐IClにより変性)は完全に切断、分
解されるTk s¨ubtilisinの濃度を検索した。まず、天然状態と変性状態の Tk―RNase H2(112 μg)
を、0.2‐15 μgと0.2‐20 μgのTk‐subtilisinと混合し45s反応した後、tricine‐SDS―PAGEによつて
観測した (Figure 3‐2C)。その結果、天然状態の Tk‐RNase H2と各濃度の Tk s¨ubtilisinを反応さ
せたサンプルでは、仕icine―SDS―PAGE上で TkR¨Nase H2の分解物 (■agment)を示すバンドの観
測はできなかつた。したがって、本条件では天然状態のTk‐RNase H2は、いずれの濃度のTk‐subtilisin
に対しても完全な耐性を示した。一方、変性状態の Tk‐RNasc H2と各濃度の Tk‐subtilisinを反応
させたサンプルでは、tHcine¨SDS‐PAGE上でいくつかのバンドが観測できた。バンドはTk_subtilisin
が0.2 μgの条件で約 17 kDa(fragment A)、15 kDa(■agment B)の位置に観測でき、さらに、
Tk―subtilisinが2.5円の条件になると、約 14 kDa(■agment c)、9 kDa(■gment D)の位置にも
観測できた。これらのバンドは、Tk‐RNasc H2が4 M GdnHclによる変性では完全に変性せずに
部分的に構造が残つていたためにTk―sub」HJnによつて分解されなかったのかもしれない。しか










































































Figure 3-2. CD analysis and pulse proteolysis of native and unfolded states of Tk-RNase H2 at 25 "C. (A) Far-UV CD
spectra of Tk-RNase H2 in the absence and presence of 4 M GdnHCl. (B) Native Tk-RNase H2 (0 M GdnHCl) was
monitored by CD at 220 nm. Unfolding was initiated by rapid dilution of native Tk-RNase H2 under unfolding conditions
(0-4 M GdnHCl) and monitored by CD at 220 nm. The thick line is a fit of the data to eq (a). The thin line shows the
average signals in 0 M GdnHCl. The dashed line is the CD signal starting the slow phase. (C) Pulse proteolysis of the
native and unfolded states of Tk-RNase H2 with Tk-subtilisin. Native Tk-RNase H2 (l l2 pg) and unfolded Tk-RNase H2
(l12 pg)weredispensedintotubes.ProteolysiswasperformedviaadditionofTk-subtilisin(0-20 pg)andincubationfor
45 s. Proteolysis was quenched by lTo/oTCA and products were quantified by tricine-SDS-PAGE. Bands corresponding
to Tk-subtilisin, Tk-RNase H2, and cleavage products are indicated.
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Tk‐RNase H2とTk‐subtilisinの反 応 比 (H2μg:10 μg:condition l)に加 えて 、Tk‐RNase H2の量 を
減らした条件 (56 μg:10 1tg:condition 2)、Tk―subtilisinの量を減らした条件(112 μg:l μg:condition
3)でも実験を行つた (Figure 3‐3)。
その結果、すでに報告されている精製タンパク質を対象にした既存のpJse pЮteolysis法では目
的タンパク質のバンドのみが観測される [79‐81]ことに対して、condi■on l、2では、Tk‐RNase H2
のバンドに加えて、3つのバンド (fragment 22、20、9)を確認することができた (Figure 3-3A、
B)。したがつて、このバンドはTk‐RNase H2の変性の中間体を示していると推測できる。さらに、
天然状態のTk‐RNase H2は完全なTk―subtilisin耐性を有する (Figure 3‐2C)にも関わらず、変性開
始後0.5 minにおいて、■―RNase H2のバンドの量は半分以下に減少し、変性開始後2‐16 minにか
けて再度増加 した (Figure 3‐3A、B)。これは、Tk‐RNase H2、は変性過程の初期にTk‐subt‖isin
によつて分解されやすい中間状態に移行し、中期で再度Tk‐subtilisin耐性を有する中間状態に移
行していると推測できる。変性開始後120 minでは、Tk‐RNase H2のバンドは消失していることが
確認できた。これは、Tk‐RNase H2が4 M GdnHClによつて立体構造をほどかれTk―subtilisin耐性を
失い分解されたためと考えられる。しかし、22kDa、20kDaに確認できたバンド (fragment 22、
20)は、condidon l、2でTk―RNase H2のバンド 量に対してほぼ同等の量で確認できているにも
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Figure 3‐3.Pulse proteolysis ofkinetic unfolding ofTk‐RNase H2 by Tk‐subtilisin under(A)conditiOn l,(B)COndition
2,and(C)00nd■iOn 3.Lanes(b)COntttned Tk‐RNase H2(112,56,and l12 μg in panc s A―C,respeclvdy).
Tk‐RNase H2 was unfolded by adding 4 M GdnHCl.At cach timc point(0.5-120 min and ovcmight),the Sample was
dispensed into tubcs,and proteolysis was perfomed via addition of Tk‐subtilisin(10,10, n  l μg for pane s A―C,
respect市ely)and incubation for 45 s.Proteolysis was quenched by 10%TCA,and pЮducts werc quantined by tricine―
SDS―PAGE.Bands corrcspOnding to Tk‐ubtil sin,Tk‐RNase H2,and cleavage products are indicated.
3-3‐4.Tk―RNase H2のfragmentの同定
Pulse proteolysisにより6つの Tk―RNase H2のiagmentが確認できた (Figure 3-3A¨C)。これ ら
の fragmentがTk‐RNase H2全長のどの領域に対応 しているか確認するために、N末端配列決定、
質量分析 を行つた。各 fragmentをtridne‐SDS…PAGEによつて単離 して PVDF膜にブロッティン
グし、エ ドマン分解によりN末端の4アミノ酸を決定した。得られたN末端のアミノ酸配列か
ら Tk‐subuHsinによる切断領域を同定しTable 3-1にまとめた。さらに、各 fragmentの質量を
MALDI―TOF mass spectrometry(MS)によつて測定 し、その結果 を Table 3-1にま とめた。その結
40
果、fragment 22、20、 17、15はそれぞれ Tk―RNase H2のア ミノ酸残基 の 1…197、1…176、1…144、
21‐144残基 に相 当 していた (Table 3-1、Figllre 3¨4A)。Fragment 14、9に関 しては NIALDI‐TOF MS
による測定の際に結晶化 しなかったため、tricine‐SDS‐PAGEの結果 よ り、Tk‐RNase H2のア ミノ
酸残基 の 108‐228、145-228残基 に相 当 している と推 定 した (Table 3…1、 Figure 3‐4A)。
以上の結果より、fragment 22、20、17はTk‐RNase H2のC末端領域が欠損し、fragment 14は
N、C末端領域の双方が欠損し、範 ment 9はN末端領域が欠損していた。Figure 3-4BにTk‐RNase
H2の構造を元にしたそれぞれの立体構造モデルを示した。












Figurc 3‐4.Schcmatic illustration ofclcavage products,om pulsc protcolysis.(A)Schcmatic diagrams ofTk‐RNase
H2,iagment 22,iagment 20,tagment 17,iagment 15,tagmcnt it and iagment 9.(B)Structures of Tk‐RNase
H2(PDB cnt,l102)and mOdClS of急電mcnts.In iagment structures,the len structure represents the whole
structtrc with thc dcletcd rcgion(gr等)and the r ght stmcture represents the corresponding region.
145aa
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Table 3-2. Fragments of Tk-RNase H2 produced by Tk-subtilisin digestion.
Tricin‐SDS‐PAGE N-terminal analysis Possible region inTk-RNase H2
Fragments (kDa)
N-terminal Sequences in Measured



























25799      1…228
22007      1-197
19603       1-177
15899      1…144
13784      21…144
14073     108‐228
















































Figure 3-5. Far-UV CD spectra of fragments of
Tk-RNase H2 in the absence (-) and presence (' ' ') of 4
M GdnHCl at 25 "C. (A) Fragment 20. The dashed line
is the spectrum of the refolded protein in the presence
of I M GdnHCl. (B) Fragment 9. The dashed line is the
spectrum of the refolded protein in the presence of l M














で測定した (Figure 3-6A)。その結果、■agment 20の変性過程ではTk―RNase H2の変性過程で観
測されたバース ト相は確認できなかった。さらにfragment 20の変性反応は一次の指数関数に近
似でき、その速度定数は6.4×104s・を示した (Table,。これは TkR¨Nase H2のバース ト相以降
の遅い変性の速度定数 (4.2×104s~1)と変わらなかった。
次に、fragment 20の遅い変性過程の解析をTk‐RNase H2と同様に行つた。天然状態のfragment











Tk―RNase H2の遅い変性の中間体様タンパク質であり、fragment 20の変性反応が Tk‐RNasc H2
の遅い変性反応の律側段階を担っていることを示唆している。この場合、iagment 20はTk‐RNase
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Figure 3-6.Kinctic unfolding curvc and pulsc proteolysis of fragment 20 at 25°C.(A)Thc nat市e state o  iagmcnt 20(0
M GdnHCl)was mOnitOrcd by CD at 220 nm.Unfolding was inhiatcd by rapid dilution of nat市c fr gmcnt 20 into
unfolding conditions(0-4 M GdnHCl)and mOnitOrcd by CD at 220 nm:(thin linc)aVCrage signals in O M GdnHCl and
(thiCk linc)a flt Ofthe data to cq(4).(B)Pulsc proteolysis in kinctic unfolding of tagmcnt 20 by Tk¨subtilisin.Lan (b)
rcpresents nat市e fragment 20(218 μg).Fragment 20(218 μg)waS unf01ded by addition ofg 4 M GdnHCl.At cach timc
point(0-120 min),the sample was dispcnscd into a tubc,and proteolysis was pcrforrncd宙a addition of Tk―subtilisin(10





た [21]。もし、fragment 20がTk―RNase H2の変性の律速を担う中間体様タンパク質であれば、






た (Figure 3¨7)。Tk‐RNase H2の変性過程はすべての測定温度でdead dme(～2s)にCD値の変




数と一致した (Table 3-1)。この結果から、fragment 20は全測定温度で Tk‐RNase H2の変性の律
速を担 う中間体様タンパク質にあたることがわかった。したがって、Tk‐RNase H2の変性には中
間状態が存在し、天然状態と中間状態の Tk―RNase H2の存在比は温度依存的である。
さらに、天然状態の Tk‐RNase H2のCD値が、バース ト相以降の遅い変性の開始点のCD値と
天然状態のfragment 20のCD値よりも温度に強く依存して変化している (Figure 3¨7)。 ここで、
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Figure 3-7. Kinetic unfolding curves of Tk-RNase H2 and fragment 20 at several temperatures. Native states of Tk-RNase
H2 (A-D) and fragment 20 (E-H) (0 M GdnHCl) were monitored by CD at 220 nm. Unfolding was initiated by rapid
dilution of native Tk-RNase H2 (A-D) and fragment 20 (E-H) into unfolding conditions (0-4 M GdnHCl) and monitored
by CD at 220 nm at l0 (A and E), 25 (B and F), 50 (C and G), and 70 "C (D and H). Thin lines show average signals in 0




















220 nmのCD値の変化を追跡することで測定した (Figure 3‐8)。Fragment 20の温度による変性
は二状態反応で近似でき、高い可逆性を示した。Tk‐RNase H2の転移温度前のベースラインの傾




Figure 3-8. Heat-induced unfolding
curve of Tk-RNase H2 and fragment








































































































Figure 3-9. ANS fluorescence spectra of Tk-RNase H2 and fragment 20. (A) ANS fluorescence spectra of Tk-RNase H2
(dashed lines), and fragment 20 (thin lines). (B) Temperature dependencies of ANS fluorescence spectra at 475 nm for
Tk-RNase H2 (open circles), and fragment 20 (closed circles).
3…3‐H.Fragment 20の速度論的安定性解析








た。その結果、各温度でのiagment 20の変性速度定数は Tk‐RNase H2のバース ト相以降の遅い
変性の速度定数と一致した。したがって、fragment 20の変性反応はすべての測定温度でTk_RNase
H2の遅い変性反応の律側段階に相当した。しかし、全ての測定温度でfragment 20の復元速度定
数とTk‐RNase H2の復元速度定数は異なつており、■agment 20の復元反応速度は Tk‐RNase H2









































Figure 3‐10。Kinetic tmfolding and refolding curvcs of fragmcnt 20 at 25°C.(A)Unfolding was in■iatcd by r pid
dilution of nat市e fragmcnt 20 into unfolding conditions,and monitorcd by CD at 220 nm.(B)Refolding was initiatcd
by rapid dilution ofunfolded■agment 20 into refolding conditions,and monitorcd by CD at 220 nm.Lines are the nt of
data to Eq(4).
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Figure 3‐11. Kinetics of unfolding and rcfolding of Tk‐RNasc H2 and fragmcnt 20 at scvcral tcmperaturcs. GdnHCl
concentration depcndcncc Of the logarithm of thc apparcnt ratc constant(kapp)Of unf01ding and refolding kinctics of Tk‐RNase
H2(。)and fragment 20(0)at 15(A),25(B),40(C),and 50°C(D).D8hcd(Tk¨RNasc H2)and s01id(tagment 20)linCS arc thc


























Figure 3-12. Thermodynamic stability profiles of
Tk-RNase H2 and fragment 20. Circles, temperature
dependence of AG(HzO) of fragment 20 at pH 9.0.
The T. at which AG(H2O) becomes zero was
estimated from the heat-induced unfolding
experiments. Thin line, fit to Eq. (2). Dashed line,
stability profile of Tk-RNase H2.
40
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Table 3-3. Kinetic parameters of unfolding and refolding of Tk-RNase H2 and fragment 20.








































00205   ‐5.5
0.38   ‐6.2
1.01    ‐5.8





0.0003   -3.1     30.0
0.003   ‐42    35.2
0.0257   ‐3.6    35.0
0.0323   ‐ .2     32.0
3‐3‐12.Pulse proteolysis法によるTm‐RNase H2の変性過程の観測





CD値の変化を追跡することで測定した (Figure 3…13A)。その結果、Tm_RNase H2は4 M GdnHCI
存在下で遅い変性反応を示した。さらに、Tk‐RNase H2の変性反応に観測されたバース ト相は確
認できなかつた。次に、Tm‐RNase H2の遅い変性過程の解析を行つた。天然状態のTm‐RNase H2
(112 μg)は10円の Tk‐subtilisinに対して完全に耐性を示したが、4 M GdnHCl存在下で 120 min
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Figure 3-13. Kinetic unfolding curve and pulse proteolysis of Tm-RNaseH2 at 25'C. (A) Native state of Tm-RNase H2 (0
M GdnHCl) was monitored by CD at 220 nm. Unfolding was initiated by rapid dilution of native Tm-RNase H2 into
unfolding condition (0 M to 4 M GdnHCl), and monitored by CD at 220 nm. Thin line, average signals in 0 M GdnHCl.
Thick line, fit of data to Eq. (4). (B) Pulse proteolysis in kinetic unfolding of Tm-RNase H2 by Tk-subtilisn. Lane (b)
represents native Tm-RNase H2 (218 pg). Tm-RNase H2 (218 pg) was unfolded by adding 4 M GdnHCl. At each time point
(0-120 min), sample was dispensed into tube, and proteolysis was performed by adding Tk-subtilisn (10 pg) and incubating










変性開始直後の 0.5 minでTk―RNase H2を示すバンドの量は半分以下にまで減少し、代わりに
fragment 22、20が大量に出現した。二つ目は、Tk‐RNase H2を示すバンドの量が、変性開始直後









ある (Figure 3‐4B)ことから、変性開始後0.5 minで半分以上が、C末端領域を切断された結果
であると考えられる。ここで、Tk―RNase H2の変性過程にはCD測定のdead ume(～2s)にバー
ス ト相がある (Figure 3…2B)。したがって、変性開始後 0.5 minでは Tk‐RNase H2は天然状態から
部分的に二次構造を失つた中間状態へ移行していると考えられる。さらに、Tk―RNase H2の変性
は非常に遅い反応であり、変性開始後 0.5 minで完全な変性状態に移行しているTk‐RNase H2は
CDによる速度実験 (■gllre 3‐2B)からも非常に少ない。そこで、残りの多くの Tk‐RNase H2は
部分的に二次構造を失つた中間体構造を形成しており、その構造変化はfragment 20の速度実験
^(Figure 3-6A)により、Tk―RNase H2のC末端領域でおきていることが予測できる。しかし、
















ことが tricine‐SDSP¨AGEで硝婦忍されてい る (Figure 3…2C)。
ここで、4 M GdnHClが存在しない環境ではTkR¨Nase H2は25℃で、その変性速度と復元速度




性が起こっていると考えられる (Figure 3-2B)。平衡状態にある場合と異なり、4 M GdnHClを添
加した後、変性に伴い構造変化した C末端領域が復元することはない。さらに、Tk―RNase H2
の復元速度はfragment 20の復元速度と比較して非常に速い (Table 3‐3)。 これは、切断されたC
末端領域が復元反応の核になっていたことを示唆する。したがつて、天然状態の Tk‐RNase H2
は4 M GdnHCl非存在下では Tk―subtiliJnによつて切断されないが、4 M GdnHClを添加した後
0.5 minの時点ではC末端領域を切断されると考えられる。そして、この時点でのTk_RNase H2
の状態が、上述した Tk‐RNase H2の変性過程の考察のうちの IB‐stateに対応し、先に述べた、
Tk‐subtilisinによって切断されない状態であり、熱による平衡論的な中間状態である状態がIc‐■ate
に対応すると考えた。
Tk‐RNase H2を示すバンドの量が、変性開始直後の0.5 minから変性開始後 16 minの変性中期






変性開始直後のO.5 minで出現したiagment 22、20が、変性開始後2 minで増加したのは、N‐state










以上の考察により推測された TkR¨Nase H2の遅い変性過程をFigure 3‐14にまとめた。まず、天







































Figure 3-14. Unfolding pathway (blue background) and pulse proteolysis pathway (red background) illustrated on each
time scale (a-e). Red arrows denote reactions by Tk-subtilisin. Black arrows denote shifts in the unfolding pathway.
Results of tricine-SDS-PAGE for the pulse proteolysis pathway are connected by dashed arrows. In each state, the size
represents their abundance ratio on each time scale (a-e). Rectangles are regions with secondary structures. Ellipses are
regions with some strucfures but no secondary structures. Curves are regions without folded structures. The Tk-subtilisin
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